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Abstrakt: 
Teoretická část této diplomové práce je zaměřena na rešerši konfokální mikroskopie 
a na metodu FLIM. Rozvádí principy a druhy konfokální mikroskopie a využití 
širokospektrálního laseru, jakožto základního zdroje světla u těchto mikroskopů. Přiblíží, co 
je to metoda FLIM a její využití nejen v buněčné biologii. 
Praktická část diplomové práce zahrnuje pořízení tří sad fluorescenčních intenzitních 
snímků s využitím aplikace pulsního laditelného laseru, funkce TimeGate a detekce 
hybridními detektory. 
Pro praktické zpracování této diplomové práce je v softwarovém prostředí Fiji 
vytvořen plugin, což je zdrojový kód v programovacím jazyku Java. Typy pluginů a jejich 
použití jsou popsány ve třetí kapitole práce. Tento plugin včetně grafického uživatelského 
prostředí ve formě dialogového okna zpracovává fluorescenční intenzitní snímky a vytváří 
z nich grafickou reprezentaci dat znázorňující dobu života fluorescence, tzv. pseudobarevnou 
mapu. 
Abstract: 
The theoretical part of this master's thesis is focused on research of confocal 
microscopy and FLIM method. There are a principles and types of confocal microscopy and 
the use of broad-spectrum laser as a basic light source of these microscopes. It gives what the 
FLIM method and its use not only in cell biology. 
The practical part thesis includes the acquisition of three sets of fluorescence intensity 
images with use of applications tunable pulsed laser, function TimeGate and detection of 
hybrid detectors. 
For practical elaboration of this thesis is in the software Fiji created a plugin, which is 
the source code in the Java programming language. The types of plugins and their uses are 
described in the third chapter of the thesis. This plugin including the graphical user interface 
in the form of the dialog box, proceses the fluorescence intensity images and creates 
a graphical representation of data showing the fluorescence lifetime, so called pseudocolor 
map. 
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Úvod 
Předložená diplomová práce se zabývá využitím metody FLIM v buněčné biologii 
s využitím pulzního laditelného laseru v konfokální mikroskopii. Jak bude dále podrobněji 
uvedeno, metoda FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) je metodou, která, jak 
již anglický název napovídá, měří dobu života fluorescence především v oblasti buněčné 
biologie ve snímcích získaných pomocí mikroskopu, ve většině případů konfokálního. 
V teoretické části této práce se dozvíme, na jakém principu funguje konfokální 
mikroskop, blíže si řekneme, co je to metoda FLIM a její využití nejen v buněčné biologii. 
Dále se seznámíme se softwarovým nástrojem Fiji, v němž byl vytvořen zdrojový kód 
pluginu, který byl použit pro zpracování obrázků pořízených právě konfokálním 
mikroskopem. Dozvíme se zde i to, jaké typy pluginů v tomto softwaru existují a jaké jsou 
nejvhodnější pro tu kterou činnost těchto zdrojových kódů. 
U fluorescenčních intenzitních snímků získaných na tomto mikroskopu bude 
zjišťována doba života fluorescence založena na jevu fluorescence, který vznikne osvětlením 
(excitací) molekul fluorescenčního barviva fotony laserového paprsku. Tento jev postupně 
vymizí, a právě na snižování jeho intenzity je založena praktická část diplomové práce. 
Na základě tohoto snižování intenzity fluorescence bude vytvořen zdrojový kód 
pluginu, který vytvoří grafickou reprezentaci dat znázorňující dobu života fluorescence, tzv. 
pseudobarevnou mapu. Součástí pluginu bude i grafické uživatelské rozhraní. 
V úvodu bych si dovolil napsat i pár slov k historii konfokální mikroskopie a ukázku, 
jak může vypadat takový obrázek z tohoto mikroskopu. 
 1957 – Marvin Minsky – student Harvardské univerzity, který si poprvé nechal 
patentovat princip konfokálního mikroskopu 
 1966 – Mojmír Petráň a Milan Hadravský – tito pánové si nechali patentovat 
konfokální mikroskop s dvojitým řádkováním pracujícím na principu Nipkowova 
kotouče 
 1973 – David Egger – uveřejnil první snímky buněk pořízených konfokálním 
mikroskopem, kde byl Nipkowovův kotouč nahrazen pohybujícím se zdrojem 
světla 
 1987 – publikovány první aplikace laserové řádkovací konfokální mikroskopie 
v buněčné biologii [1] 
Na Obr. 1 je zobrazena ukázka obrazu z konfokálního mikroskopu. Jedná se o infekční 
struktury patogenů. Principy výše zmíněných principů konfokálního mikroskopu jsou 
popsány v první kapitole. 
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Obr. 1: Infekční struktury patogenů – ukázka obrazu z konfokálního mikroskopu [1] 
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1 Konfokální mikroskopie 
Konfokální mikroskop se řadí mezi optické mikroskopy jen s tím rozdílem, že zde je 
laserový bodový zdroj světla a oproti běžným optickým mikroskopům má také větší 
rozlišovací schopnost, což je největší nespornou výhodou tohoto druhu mikroskopie. 
Typy konfokálních mikroskopů jsou následující: 
a) Konfokální mikroskop s rotujícím diskem (Nipkowovým kotoučem) – TSCM 
(Tandem Scanning Confocal Microscope), 
b) Laserový skenovací (rastrovací) mikroskop – LSCM (Laser Scanning Confocal 
Microscope). 
 Konfokální mikroskop s rotujícím diskem 1.1
Konfokální mikroskop s rotujícím diskem, neboli tandemový konfokální mikroskop, 
obsahuje Nipkowovův rotující kotouč, na kterém jsou aperturní otvory v Archimédových 
spirálách (Obr. 2 b)). Na Obr. 2 a) je schéma tohoto mikroskopu. Princip funkce je 
následující: 
Rozmítaný laserový paprsek o určité vlnové délce prochází přes mikročočky, 
uspořádané v Archimédových spirálách na rotujícím kotouči, dichromatické zrcadlo a druhý 
rotující kotouč s otvory ve stejném uspořádání jako mikročočky. Nakonec paprsek dopadá 
přes objektiv na vzorek. Otvory v Nipkowových kotoučích jsou konjungované (v zákrytu nad 
sebou) v dopadajícím a detekovaném světle. Odražené světlo je pak přes tentýž objektiv a 
otvory v Nipkowově kotouči vedeno na dichromatické zrcadlo, kde se odrazí a pak lze vzorek 
sledovat v reálném čase okem přes okulár nebo chlazenou CCD kamerou [2]. 
Nipkowovův kotouč obsahuje desítky až stovky tisíc otvorů uspořádaných 
v Archimédových spirálách, jak je již uvedeno výše, a rotuje rychlostí při frekvenci až desítky 
Hz [2]. 
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Obr. 2: Schéma tandemového skenovacího konfokálního mikroskopu (a)) a uspořádání aperturních otvorů (b)) [2] 
 Laserový skenovací konfokální mikroskop 1.2
 
 
Obr. 3: Princip laserového skenovacího konfokálního 
mikroskopu [3] 
 
Na Obr. 3 je znázorněn princip 
funkce laserového skenovacího 
konfokálního mikroskopu. Tak jako 
u předchozího typu mikroskopu je vzorek 
osvětlován bodovým laserovým paprskem, 
který je fokusován na zrcadlovou bodovou 
clonku, jež je pak promítnuta na vzorek 
pomocí objektivu. Odražené světlo přes 
objektiv vytvoří další obraz, který je přes 
dělič paprsků veden na konfokální 
bodovou clonku. Ta způsobí, že na 
detektor světla dopadnou paprsky jen za 
zaostřené roviny, ostatní paprsky jsou 
touto clonou blokovány. Pokud je na 
vzorek nanesen fluorescein (fluorescenční 
barvivo), tak lze tímto mikroskopem 
pozorovat excitované světlo, které vznikne 
po ozáření vzorku laserem. Nakonec je 
obraz detekován detektorem, nejčastěji 
fotonásobičem a digitálně zpracován na
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počítači. Obraz celé zaostřené roviny získáme jejím skenováním (rastrováním)bod po bodu, 
což je způsob podobný tomu, kdy svazek elektronů vytváří obraz na televizní obrazovce. 
Rastrování je prováděno buď rozmítáním laserového paprsku, příčným posouváním vzorku 
před objektivem nebo posouváním objektivu nad vzorkem [3]. 
 Širokospektrální laser 1.3
Širokospektrální, neboli tzv. bílý laser je základním zdrojem světla pro konfokální 
mikroskopii. Skládá se z impulsního IR vláknového laseru s vysokou energií, který je napájen 
přes vlákna fotonického krystalu k vytvoření spektrálního kontinua. Z tohoto kontinua je 
pomocí akusticko-optického laditelného filtru vybrán malý svazek světla. Tento nástroj 
poskytuje dostatečně intenzivní a fokusované světlo, jakým je obvyklý laserový paprsek – což 
je požadavek pro difrakčně limitované osvětlení. To umožňuje plynulé ladění barvy přes 
spektra z modré na červenou. Standardem je osm laditelných barev současně. Ve své podstatě 
se jedná o jedno-fotonový zdroj na bázi zobrazování doby života fluorescence [4]. 
1.3.1 Superkontinuum – zdroj bílého laseru 
Klasické laserové zdroje obvykle poskytují pouze jeden jediný úzký paprsek světla. 
Některé plynové lasery mohou emitovat několik svazků současně. 
Později byly vynalezeny světelné zdroje emitující světlo v širokém rozsahu, ale stále 
se chovají jako lasery, jde-li o zaostřování. 
Tyto zdroje využívají vláken IR laseru, který emituje světelné impulsy o frekvenci 80 
MHz. Tato kombinace je používána jako "seed", tj. poskytuje přesné hodinové pulzy, ale má 
velmi nízkou energii. Impulsy jsou následně zesíleny na diodovém čerpadle (na Obr. 4 
označeno jako „pumpa“) laserového zesilovače. Takto zesílený laser vychází z vlákna a oba 
systémy jsou jednotlivými vlákny spojeny. Výstup zesilovače může dosáhnout průměrného 
výkonu IR světla asi 10 W, ale rozděleného na pulsy o periodě 200 ps při frekvenci 80 MHz. 
Tyto vysokoenergetické pulsy jsou nakonec vedeny na vstup tzv. fotonového krystalového 
vlákna (PCF) uprostřed něhož jsou duté trubky. Silně nelineární procesy na povrchu ve 
struktuře trubky, které způsobují monochromatické světlo, se rozprostírají v širokém spektru 
energií dosahujícího modrého nebo dokonce ultrafialového světla. Takto popsaná funkce 
generování superkontinua neboli bílého laseru je znázorněna na Obr. 4 vpravo. 
Fotonové krystalové vlákno (PCF) je spolehlivým generátorem superkontinua, jehož 
šířka závisí na délce PCF. Spektrum na výstupu PCF (viz Obr. 4 vpravo) bylo vytvořeno 
pomocí hranolu a promítáno na list papíru. [4] 
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Obr. 4: Vlevo: Fotonové krystalové vlákno kruhového průřezu. Vpravo: Funkce generování superkontinua. [4] 
1.3.2 Dvoudimenzionální akusticko-optické ladění barvy a intenzity 
Stejně jako v každém jiném mikroskopu, který používá bílý zdroj pro fluorescenční 
osvětlení, bílý laser pro konfokální mikroskop vyžaduje prostředky pro výběr barev 
specifických pro vybuzení různých fluorochromů. 
Svazek paprsků emitovaný ze superkontinua nabízí univerzálnější řešení. Akusticko-
optickým laditelným filtrem (AOTF) lze vybrat pouze jednu linii (což je vlastně úzký 
paprsek) ze spektra a odvádět ji do jiného směru. Zbytek spektra půjde přímo přes krystal. 
Zatímco barva paprsku je plynule laditelná mechanickou budicí frekvencí, která kontroluje 
odchylku, jakákoliv další barva ze vstupního spektra je volitelná. Šířka tohoto paprsku je 
přibližně 1 až 3 nm, v závislosti na vlnové délce. Energie v takovém paprsku je v rozmezí 
několika miliwattů. Přidáním více elektronických ovladačů ke generování mechanických vln 
v krystalu je možné přivést řady barev souběžně jako první v pořadí. Standardem je osm 
barev současně (není to však technický limit). U každého z těchto paprsků je laditelná jak 
vlnová délka, tak jeho intenzita. 
Tato kombinace vytváří bílé laserové světlo WLL, ideální zdroj pro excitaci 
v konfokální mikroskopii. To bude sloužit pro všechna známá excitační barviva ve viditelném 
rozsahu, což umožní zaznamenávat excitační spektra ke zkoumání spektrálních vlastností 
nových barviv, zejména přímo na místě [4]. 
Na Obr. 5 je graficky zobrazena funkce akusticko-optického laditelného filtru 
(AOTF). 
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Obr. 5: Akusticko-optický laditelný filtr (AOTF) se používá k získání řady různě barevných paprsků z bílé emise 
zdroje superkontinua. [4] 
1.3.3 Akusticko-optické dělení paprsků (AOBS) 
Akusticko-optický laditelný dělič paprsků (AOBS) je zařízení, které umožňuje přívod 
řady barevných paprsků do optické cesty, zatímco zbytek spektra je veden do jiného směru 
s více než 95% účinností. V případě vícepaprskového laditelného laseru by tento laser 
používal AOBS tak, že excitační barvy budou na vstupu excitační dráhy budicího paprsku 
jako první. 
Kompletní emisní spektrum pak bude účinně vysílat do detekční cesty. Štěrbiny 
v přenášeném spektru vyžadují pro průchod budicího paprsku na povrch vzorku stejný rozměr 
jako má sám paprsek a mohou být ovládány současně v jeho poloze: jakmile laser naladí 
budicí barvu, odpovídající štěrbina je okamžitě vhodně elektronicky nastavena bez zásahu 
obsluhovatele laseru. 
Akusticko-optický laditelný dělič paprsků je tedy zakončovací spojovací zařízení pro 
laditelné buzení více barev [4]. 
Obr. 6 znázorňuje, jak může jediný volně laditelný paprsek dělícího zařízení efektivně 
sloužit jako klapka vlnové délky pro buzení a vyzařování při použití laditelného zdroje. Na 
tomto obrázku je i znázorněna charakteristika akusticko-optického děliče po získání 
barevného paprsku pomocí akusticko-optického filtru. 
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Obr. 6: Akusticko-optický dělič paprsků může současně a plynule přizpůsobit dané řady budicích barev. [4] 
1.3.4 Excitační a emisní spektra intenzity a doby života fluorescence 
Spektrální detektor (SP) je určen pro plnou kontrolu nad šířkou pásma a střední barvy 
detekovaných vyzařujících (emisních) paprsků. To zaručuje nejvyšší propustnost (účinnost 
přenosu) a optimální separaci. Jako vedlejší efekt detektor SP umožňuje záznam emisních 
spekter - buď současně (5 kanálů) nebo postupně (až 400 kanálů), nebo v kombinovaném 
režimu obou přístupů. Dříve emisní barva byla vázána na několik paprsků emitovaných lasery 
instalovaných v systému. S bílým laserem (WLL) se situace změnila: barva je laditelná 
s přesností 1 nm, plynulé excitační spektrum je k dispozici v celém viditelném spektru. 
V kombinaci s SP detektorem, který se může přizpůsobit excitační vlnové délce, je toto 
měření prováděno plně automaticky. Vedení excitace (buzení) a emise (vyzařování) světla jen 
s použitím akusticko-optického děliče paprsků je velmi obtížné. 
Fluorescence se vyznačuje intenzitou emise (vyzařování) a její doby života. Pro 
měření přesné doby života je nutný pulzní zdroj světla. Bílý laser je pulzní zdroj a jeho 
frekvence odpovídá potřebám pro typické doby života fluorescence (které jsou v rozmezí 0,5 
až 5 nanosekund). Jsou-li zapotřebí delší intervaly impulsů, pulsní sběrač snižuje pulsní 
frekvenci. Samozřejmě, že laditelnost bílého laseru přímo poskytuje excitační spektrum doby 
života. [4] 
1.3.5 Světelná brána – panchromatický elektronický bariérový filtr 
Hybridní detektory (HyDs) jsou velmi citlivé, rychlé a pokrývají velký dynamický 
rozsah. Poskytují hlídaný operační režim. V kombinaci s pulzním bílým laserem je nyní 
možné detekovat emisi fluorescence pouze v době mezi světelnými pulsy – právě detekující 
hybridní detektor neshromažďuje žádný signál během laserového pulsu. Detekovaný signál je 
pak čistě emitovaná fluorescence a neobsahuje žádné odražené světlo. Tento přístup znamená, 
že barva bojuje proti zbytkové reflexi, která snadno vítězí. Není třeba omezovat sběr emisí 
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ponecháním dostatečného prostoru pro excitační barvy. Je dokonce možné provádět měření 
rovnou pod excitací. 
Pulzní a spektrální laditelný zdroj bílého laseru v kombinaci s laditelným akusticko-
optickým děličem paprsků, laditelným detektorem a hlídanými hybridními detektory je 
fascinující směsicí nejnovějších technologií. Vše toto představuje revoluci v koncepci 
a funkci konfokální mikroskopie [4]. 
Na Obr. 7 vlevo je zobrazeno zaznamenávání zelené fluorescence po excitaci při 
vlnové délce 492 nm. Sledování emise je na vlnových délkách 490 - 600 nm. Hlavní signál je 
odrážen světlem, zatímco excitační vlnová délka je uvnitř sledovaného emisního pásma. 
Napravo v tomto obrázku je pak pouze čistá a jasná emise fluorescence bez ohledu na emisní 
pásmo. Jedná se o stejnou excitační vlnovou délku a sledování emisního pásma při zapnuté 
světelné bráně. 
 
Obr. 7: Levý obrázek: zaznamenávání zelené fluorescence. Pravý obrázek: Pouze čistá a jasná emise fluorescence. 
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2 Metoda FLIM 
FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) doslovně přeloženo znamená 
doba života fluorescence snímaná mikroskopem. Obvykle je snímána konfokálním 
mikroskopem. FLIM má široké možnosti využití v různých oborech přírodních věd jako např. 
v lékařství, biologii, ale i materiálové vědě, konkrétnější rozpis tohoto využití zobrazuje Obr. 
8. Na Obr. 9 si lze prohlédnout rozdíl mezi konvenčním konfokálním intenzitním snímkem 
a snímkem doby života fluorescence. 
Tato metoda je založená na [6]: 
 fluorescenci, 
 analýze doby života excitovaného stavu fluorescenčních molekul, 
 kombinaci této analýzy se zobrazením prostorového rozložení doby života 
fluorescence a dodatečných informací. 
 
Obr. 8: Aplikace pro FLIM v různých vědních oborech [5] 
 
Obr. 9: Vlevo: Konvenční konfokální intenzitní snímek; vpravo: snímek doby života fluorescence [6] 
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 Základy metody FLIM 2.1
Jak je uvedeno v úvodu této kapitoly, FLIM je mimo jiné založena na jevu 
fluorescence, a proto si pro připomenutí uvedeme, jak tento jev vlastně vzniká. Fluorescence 
vzniká, když fotony excitačního světla předají část své energie elektronům v různých 
molekulách, v našem případě v molekulách fluorescenčního barviva (tzv. fluoresceinům). 
Předaná energie způsobí tzv. excitaci elektronů, což znamená, že tyto elektrony v molekulách 
přejdou na vyšší energetickou hladinu. Tento stav je ale dočasný, protože elektron má 
tendenci přijatou energii opět uvolnit, když je jádrem molekuly přitažen zpět na nižší 
energetickou úroveň. Přebytečná energie, která způsobovala, že elektron byl na vyšší 
energetické hladině, je v podobě fotonu opět uvolněna, tzv. vyzářena. A tato energie je právě 
jevem nazývaným fluorescence [1]. 
Doba života fluorescence je definována jako doba, po kterou fluorofor zůstává 
v excitovaném stavu před návratem do stavu základního. To je charakteristické pro každé 
barvivo (fluorescein) a jeho prostředí. Kromě toho měření doby života fluorescence mají tu 
výhodu, že neovlivňují vnitřní nastavení přístroje, jako je intenzita laseru nebo zisk detektoru. 
[5] 
Informace o době života fluorescence se používá například v následujících způsobech 
[5]: 
1. Snímání lokálního prostředí 
Doba života fluorescence se může měnit v závislosti na prostředí fluoroforu 
(což znamená polarita, pH, teplota, koncentrace iontů, apod.), proto se používá 
jako parametr pro biologické senzory. Konkrétně se fluorofory navrací do 
základního stavu pomocí zářivých a nezářivých procesů. Zhášení excitovaného 
stavu vnějšími faktory snižuje dobu života fluorescence. Výsledné zkrácení 
doby života poskytuje informaci o molekulárním prostředí fluoroforu 
a dokonce umožňuje kvantitativní rozdíl mezi subpopulacemi zhášených 
a nezhášených fluoroforů. 
2. Detekce molekulárních interakcí 
Zvláštní případ vlivu lokálního prostředí na dobu života fluorescence je 
fluorescenční rezonanční přenos energie (FRET – Fluorescence Resonance 
Energy Transfer), kde je barvivem donoru zhášena přítomnost barviva 
akceptoru. Tudíž pokles doby života fluorescence je indikací pro FRET. Tímto 
způsobem doba života fluorescence slouží jako snímací parametr pro intra- 
a intermolekulární interakce umožňující měření vzdálenosti v řádech 
nanometrů. 
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3. Detekce konformačních změn 
Použití intramolekulárního označovacího přístupu vzdálenosti mezi barvivem 
a zhášedlem nebo FRET akceptorem, se může také lišit spolu s různými 
konformacemi označené biomolekuly. Tímto způsobem jsou zjistitelné 
intramolekulární změny, např. v důsledku skládání nebo působení 
molekulárních motorů. 
4. Rozlišovací schopnost mnohonásobného označení nebo odstranění pozadí 
S rozvojem fluoroforů a mikroskopie jsou nyní vědci schopni používat několik 
fluorescenčních markerů paralelně k současnému získání rozdílných procesů. 
Jedním z problémů je, že používané fluorofory potřebují být rozlišitelné a mít 
obvyklé spektrální charakteristiky. To omezuje množství užitečných 
fluorescenčních markerů. Analýza doby života fluorescence může pomoci tato 
omezení odstranit. Navíc, doba života fluorescence umožňuje rozlišovat 
označení fluorescence od fluorescenčního pozadí vzorku (např. buňky nebo 
tkáně), a tím umožňuje vyšší účinnost detekce a přesnější lokalizaci markeru. 
5. Charakterizace tkání pomocí autofluorescence 
Autofluorescence může být charakteristická pro určité tkáně, a tudíž může být 
použita například pro detekci nádoru. Typicky dvou-fotonová excitace (TPE –
Two-Photon Excitation) je kombinována s přímou detekcí (NDD – Non-
Descanned Detection) pro zobrazování hlubokých tkání, protože tyto aplikace 
obecně více převládají v tkáních nebo organismech. 
6. Popis a kontrola kvality nových materiálů 
Nové materiály vzbuzující zájem mohou být nová fluorescenční označení nebo 
kvantové tečky, které se používají v biologickém zobrazování tak dobře jako 
v materiálových vědních oborech. Doba života minoritních nosičů 
v polovodičových materiálech je důležitým parametrem pro chování těchto 
materiálů, např. v solárních článcích, OLED nebo laserových materiálech a je 
určený pomocí FLIM. 
Technická realizace [5] 
Časově korelované jedno-fotonové počítání (TCSPC - Time-Correlated Single Photon 
Counting) se používá pro stanovení doby života fluorescence. V TCSPC je měřen čas mezi 
excitací vzorku pomocí pulzního laseru a příchodem emitovaného fotonu na detektor. TCSPC 
vyžaduje definovaný "start" signál pod podmínkou, že je elektronikou směrovaný laserový 
puls nebo fotodioda, a definovaný "stop" signál realizovaný na základě detekce jedno-
fotonových citlivých detektorů (např. jedno-fotonová lavinová dioda). Měření tohoto 
časového zpoždění je mnohokrát opakováno z důvodu statistické podstaty emise fluoroforu. 
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Doby zpoždění jsou seřazeny do histogramu, který vykreslí výskyt emisí v průběhu času po 
excitačním impulsu. 
Ve snaze získat obraz doby života fluorescence musí být fotony připisovány k různým 
pixelům, což je ukončeno uložením absolutní doby příletu fotonů a relativní doby s ohledem 
na laserový impuls. Přímka a rámec markrovacích signálů ze skeneru konfokálního 
mikroskopu jsou dále zaznamenávány podle druhu časového toku fotonů do různých pixelů. 
Z praktického hlediska integrace TCSPC vyžaduje následující hardwarové součásti: 
1. Pulzní světelné zdroje, např.: 
 Pikosekundový pulzní laser požadující excitační vlnovou délku. Pulsní 
laserové diody mají tu výhodu, že se laserová opakovací frekvence 
přizpůsobuje době života barviva laserového ovladače. 
 Pulzní femtosekundový laser, jak je používán v TPE. Tyto lasery 
obvykle pracují na pevné opakovací frekvenci 80 MHz. Každý laser by 
měl poskytnout stabilní spouštěcí mechanizmus výstupu jako referenci 
pro elektroniku. V opačném případě část laserového paprsku musí být 
vedena na rychlou fotodiodu s cílem vygenerovat referenční signál pro 
načasování laserového pulsu. 
2. Vhodná optika mikroskopu 
Pečlivé aktualizování mikroskopu závisí na konfiguraci systému. Na rozdíl od 
systémů s paprskovou skenovací optikou, piezo-stupeň lze použít pro vzorek 
nebo objektivní skenování. 
3. Jednotlivé moduly pro detekci fotonů s odpovídající citlivostí a časovým 
rozlišením 
Detektory pro zobrazování FLIM mohou být fotonásobiče, bezpulzní hybridní 
detektory nebo lavinové fotodiody. Hybridní detektory a jedno-fotonové 
lavinové diody (SPAD) jsou dostatečně citlivé i pro měření korelace 
fluorescence, kde je vyžadována citlivost na jednu molekulu. Hybridní 
detektory mohou být dále namontovány v NDD módu pro aplikaci dvou-
fotonové mikroskopie. 
4. Vhodné načasování elektroniky pro zápis dat 
5. Získání dat a analýzy softwaru pro prezentování histogramů doby života 
Kroky v zobrazování doby života fluorescence [6]: 
a) Sběr dat: měření doby života rozpadových křivek s prostorovým rozlišením 
b) Exponenciální křivky odpovídající rozpadovým křivkám v každém pixelu, 
výpočet doby života fluorescence v každém pixelu 
c) Transformace doby života fluorescence v barevném kódu 
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 Základní znalosti o FLIM 2.2
Typické FLIM aplikace nejsou primárně zaměřeny na separaci signálů různých 
fluoroforů. Místo toho se FLIM používá k rozlišování různých frakcí stejného fluoroforu 
v různých fázích interakce s prostředím. Tohoto je dosaženo použitím základní vlastnosti 
doby života fluorescence: Doba života fluorescence fluoroforu závisí na jeho molekulárním 
prostředí, ne na jeho koncentraci, ale jen v rozumných mezích. Molekulární účinky tak mohou 
být zkoumány nezávisle na neznámé a obvykle proměnlivé koncentrace fluoroforu [9]. 
2.2.1 Využití FLIM při analýze biologických objektů 
Technika FLIM 
FLIM techniky se značně liší v účinnosti, tj. v počtu fotonů potřebných k dosažení co 
nejpřesnějšího stanovení doby života, v době akvizice, ve schopnosti řešit multi-
exponenciální pokles funkcí, v kompatibilitě s laserovým skenováním, ve schopnosti 
optického řezu, v kompatibilitě s jedno-molekulovými technikami, ve schopnosti rozlišování 
více vlnových délek atd. Následující odstavce poskytují souhrn vlastností, které jsou důležité 
pro skenování biologických vzorků v kombinaci s laserovou skenovací mikroskopií [9]. 
Časová rozlišovací schopnost 
Někdy je považováno, že FLIM v buňkách nebo tkáních nevyžaduje vysokou, 
především časovou, rozlišovací schopnost. Doba života fluorescence většiny fluoroforů 
používaných v buněčném zobrazování jsou v řádu několika nanosekund, nicméně doba života 
autofluorescenčních komponent a zhášení části donorů ve FRET experimentech může být 
velmi krátká, a to pouhých 100 ps. Doba života barviva celků v buňkách a fluoroforů 
vázaných na kovové nanočástice může být i kratší. Dobrá FLIM technika by proto měla být 
schopna zaznamenat dobu života za méně než 100 ps s dostatečně velkou přesností. [9] 
Křivky rozpadu fluorescence biologických vzorků 
Populace fluorofor v biologických vzorcích obvykle nejsou homogenní. Několik 
fluoroforů může být přítomno ve stejném pixelu nebo jeden fluorofor může existovat 
v různých vazebných stavech nebo odlišném molekulovém prostředí. Proto jsou pro rozpad 
fluorescence obvykle použity multi-exponenciální funkce. 
Jsou i případy, kdy vhodné multi-exponenciální rozpadové profily je možné provést 
jednoduchou exponenciální funkcí, což může být např. pH zobrazení nebo měření 
koncentrace iontů. Ve většině případů se však popisovanou fluorescencí vzorku jedinou 
"dobou života fluorescence" rozumí vyřazení užitečné informace, nebo dokonce vede ke 
špatným výsledkům. [9] 
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Účinnost 
Přesnost detekce doby života fluorescence je nevyhnutelně spojena s počtem 
zaznamenaných fotonů. Za ideálních podmínek může být doba života jedno-exponenciální 
rozpadové křivky získána ze zaznamenaných dat se stejnou přesností jako intenzita. V obou 
případech je poměr signál-šum, neboli relativní směrodatná odchylka √𝑁, kde N je počet 
fotonů na pixel. Nicméně zde je podstatný rozdíl: Konvenční fluorescence zobrazení je 
zaměřeno na řešení prostorové struktury vzorku. To je jednoduše možné na obrazech 
s nízkým poměrem signál-šum: Intenzita obrazu se standardní odchylkou 10 %, neboli 100 
fotonů na pixel, řeší prostorovou strukturu vzorku velmi dobře. Ale FLIM je spíše zaměřena 
na řešení molekulárních interakcí. Změny doby života vyvolané těmito účinky je v rozsahu 
10 % nebo nižší. Proto je zapotřebí mnohem nižší standardní odchylky doby života ve FLIM 
než pro intenzitu v prostorovém zobrazení. V důsledku toho je potřeba více fotonů, což je 
obtížné získat z biologických vzorků. To znamená, že účinnost fotonu se stává velmi 
důležitým parametrem FLIM. [9] 
Zobrazování s nízkou intenzitou 
Snímáním mnoha fotonů se rozumí buď vysoká intenzita excitace, nebo dlouhá 
akviziční doba. Proto „photobleaching“ (tzv. fotovybělování) a „photodamage“ (tzv. 
fotopoškozování) jsou důležité v přesných FLIM experimentech. Oba účinky jsou více 
znepokojující pro FLIM než pro intenzitní zobrazování, protože je pravděpodobná změna 
doby života. Fotovybělování a fotopoškozování jsou nelineární pro dvou-fotonové buzení. 
Zdá se, že nelineární složka je přítomna i pro vysoké intenzity jedno-fotonového buzení. 
Takže fotovybělování může být zmenšeno zaznamenáváním nižší excitační energie 
a odpovídajícím způsobem delší akviziční dobou. Dobrá FLIM technika musí nejen nejlépe 
využívat detekované fotony, ale také musí být schopna spolehlivě pracovat při velmi nízké 
intenzitě [9]. Pojmy fotovybělování a fotopoškozování jsou vysvětleny dále v textu v kapitole 
2.2.2. 
Schopnost jedno-fotonové detekce 
Za podmínek popsaných výše je signálem z detektoru sled náhodných pulsů 
představující detekci jednotlivých fotonů. Takový typický signál je zobrazen na Obr. 10. 
Opakovací frekvence laseru je 80 MHz a rychlost počtu fotonů je 10 až 106 fotonů za 
sekundu. FLIM technika má rekonstruovat rozpadové funkce v pixelech snímku z jedno-
fotonových impulsů detektoru. Logickým důsledkem je použití techniky TCSPC. [9] 
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Obr. 10: Pulzní sekvence laseru (nahoře) a detektor signálu (dole) v typické FLIM aplikaci. Frekvence laseru je 80 
MHz, rychlost počtu fotonů 10 · 106 fotonů za sekundu [9]. 
Jedno-molekulové detekční schopnosti 
Detekční objem laserového skenovacího mikroskopu je v řádu femtolitrů. 
V koncentraci fluoroforu není příliš vysoký detekční objem obsahující pouze omezený počet 
molekul. Molekuly vykazují dynamické jevy, jakými jsou například difúze, rotace, 
konformační změny, přechod mezi jednoduchým a trojitým stadiem, a blikání. Používaná 
zaznamenávací technika by měla být schopna zaznamenávat nejen FLIM, ale také by měla být 
schopna poskytovat informace o jedno-molekulové dynamice. [9] 
Detekce více vlnových délek 
V mnoha případech jsou FLIM snímky pořízeny v několika emisních vlnových 
intervalech nebo na základě jiného úhlu polarizace. Je důležité, aby oba záznamy byly 
prováděny současně. To nejen snižuje expozici vzorku a související fotovybělování 
(photobleaching), ale také zabraňuje, že fotovybělování během prvního záznamu změní 
výsledky druhého. Jedině v případě, jsou-li oba záznamy prováděny současně a výsledky jsou 
tedy srovnatelné. [9] 
Prostorové rozlišení 
Další důležitou otázkou je podélné rozlišení. Směšování doby života fluorescence 
různých rovinných vzorků se musíme přísně vyvarovat. Technikou splňující řešení 
prostorového rozlišení beze ztráty poměru signál-šum je pouze konfokální nebo multi-
fotonové laserové skenování. Tudíž FLIM technika musí plně využít prostorové rozlišení 
konfokálních a dvou-fotonových laserových skenovacích mikroskopů. [9] 
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Kompatibilita se skenovacím mikroskopem 
Laserové skenovací mikroskopy se standardními skenery skenují jeden pixel vzorku 
po dobu asi 1 µs, systémy s rezonančními skenery jsou i rychlejší. Dosažený počet fotonů 
získaných z typických vzorků je obvykle řádově menší. Je tedy možné získat dostatečné 
množství fotonů pro analýzu doby života, kdy je paprsek na jednom pixelu. V důsledku toho 
musí být FLIM systém schopen získat fotony z velkého počtu snímků snímaných s vyšším 
počtem pixelů, než je míra detekce fotonů. [9] 
Rychlé skenování 
Schopnost pracovat s rychlým skenováním je nutné také z praktického hlediska. 
Obsluha musí být schopna umístit vzorek pod mikroskop, najít požadovanou ohniskovou 
rovinu, upravit oblast skenování, výkon laseru a vybrat správné zobrazovací parametry. 
U biologických vzorků musí být tato činnost dokončena v omezeném časovém období 
a s omezenou expozicí excitačního světla. To je možné pouze v případě, že zobrazovací 
systém má nějaký typ rychlé funkce náhledu. Rychlý náhled je samozřejmě možný pouze 
v případě, že je vzorek skenován při vysoké snímkové frekvenci a pokud je zobrazovací 
technika s touto rychlostí kompatibilní. [9] 
Tolerance na dynamické efekty ve vzorku 
Nelze očekávat, že fluorescenční signály ze živých vzorků zůstanou konstantní po 
celou dobu akvizice obrazu. Je zde možný pohyb tvaru buněk, organely se mohou pohybovat, 
mitochondrie jsou unášeny kolem nebo buňky mohou reagovat na změny koncentrace kyslíku 
nebo oxidu uhličitého. Mohou se zde dokonce vyskytnout i odchylky způsobené různým 
počtem molekul fluoroforu v ohniskové vzdálenosti laserového svazku. Navíc fotovybělování 
se často nedá zcela zabránit, jelikož intenzita fluorescence a doba života se může v průběhu 
doby akvizice mírně měnit. Takové změny by neměly vyvolávat přímé artefakty, jako je 
zkreslení v rozpadových křivkách, fluorescenčním spektru, nebo zaznamenaných obrazech. 
Tomu lze zabránit procedurami, jako je pomalé snímání časovými okny (funkce TimeGate) 
nebo vlnové délky. TCSPC nepoužívá snímání časových oken ani vlnové délky, místo toho 
vytváří rozložení četnosti fotonů, které vždy představuje průměr charakteristického rysu 
fluorescence nad akviziční dobou. [9] 
Multi-fotonová excitace a „non-descanned“ (přímá) detekce 
Mikroskopické zobrazování doby života se rozšiřuje stále více a více do experimentů 
využívajících živou tkáň či živá zvířata, nebo dokonce do klinických aplikací. Jediný způsob, 
jak získat jasný obraz z tkáňových vrstev větší hloubky než je jen pár desítek µm, je dvou-
fotonové buzení s přímou detekcí (NDD). FLIM systém musí být s NDD kompatibilní [9]. 
Pojem přímá (non-descanned) detekce je vysvětlena v kapitole 2.2.3. 
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Doba akvizice 
Samozřejmě, že dobrá FLIM technika by měla přinést výsledek daný poměrem signál-
šum v co možná nejkratší době akvizice. Za podmínek zobrazování živé buňky je rychlost 
fotonů, která může být získána, obvykle omezena fotostabilitou vzorku. Krátká doba akvizice 
je nevyhnutelně spojena s vysokou účinností fotonu. [9] 
2.2.2 Fotovybělování (Photobleaching) 
Fotovybělování jsou nevratné strukturní změny ve snímaném vzorku, které vedou až 
k úplnému vyblednutí, což je způsobeno rozkládáním fluoroforů intenzivním světlem a tím 
pádem ztrácejí schopnost fluorescence. [2] 
Malé fotovybělování nemá žádný vliv na prostorové struktury vzorku. Měření 
intenzity (ve smyslu prostorového zobrazování) může být tedy provedeno při vysoké excitaci. 
Mohlo by se očekávat, že fotovybělování nemá žádný vliv ani na FLIM: FLIM je závislá na 
koncentraci fluoroforu. Malý úbytek koncentrace fluoroforu způsobený vybělováním by 
neměl mít dopad na zaznamenávané doby života. Toto, bohužel, není obvyklý případ. 
Důvodem je, že biologické vzorky obyčejně obsahují několik fluoroforů nebo fluorofor 
v různých stavech interakce v závislosti na molekulárním prostředí a různých frakcích 
vybělování fluoroforu při různé rychlosti. Obvykle pomalé komponenty doby života vybělují 
rychleji distribuční změny doby života vůči kratším složkám doby života a tak dochází ke 
zdánlivému poklesu doby života. Může se také stát, že výsledky fotovybělování jsou samy 
fluorescenční. V těchto případech se může stát i to, že změny doby života jsou zcela 
nepředvídatelné. Navíc fotovybělování generuje radikály a ty mají destruktivní účinek na 
proteiny. Fotovybělování tedy může měnit nejen fluorofory, ale také molekulární strukturu 
samotného vzorku. Opatrnosti je zapotřebí zejména při pokusech k ověření výsledků FLIM-
FRET s využitím akceptoru fotovybělování. [9] 
Příklad fotovybělování je znázorněn na Obr. 11. Oblast kolem středu byla snímána 
diodovým laserem o vlnové délce 405 nm po dobu 5 minut při plném výkonu. Pak byla 
zaznamenávána větší plocha zobrazení doby života. Intenzitní snímek (Obr. 11 vlevo) 
zobrazuje oblast fotovybělování na ploše skenování laserem o vlnové délce 405 nm. 
Prostorová struktura vzorku je stále zcela zachována. Zobrazení doby života vážené intenzity 
doby života, ti, je ke zhlédnutí na Obr. 11 vpravo, kde je jasně vidět, že oblast fotovybělování 
má sníženou životnost. [9] 
Ten samý problém se samozřejmě vyskytuje i pro měření intenzity založeném na 
molekulárních parametrech vzorku. Jediný rozdíl u FLIM je, že artefakty fotovybělování jsou 
obtížněji identifikovatelné. Problém proto často zůstává bez povšimnutí. [9] 
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Obr. 11: Fotovybělování ve vzorku konvalinky; intenzitní snímek (vlevo) a zobrazení doby života (vpravo). [9] 
Zde je třeba poznamenat, že je také další rozdíl mezi FLIM a prostorovým 
zobrazováním. Vzorky pro prostorové zobrazování obsahují vysoké koncentrace fluoroforů. 
Příkladem jsou demonstrační vzorky, kde jeden je zobrazen na Obr. 11, často používány 
v mikroskopii. FLIM vzorky (a vzorky pro intenzity založenou na molekulárním zobrazování) 
jsou různé. Obsahují fluorofory spojené s vysoce specifickými buněčnými vazbami. To 
znamená, že koncentrace fluorofor je nízká. Pro dané emisní množství musí molekuly 
vykonat větší počet cyklů absorpce-emise cyklů a tudíž fotovybělovat rychleji. [9] 
Je často uvěřitelné, že dvou-fotonové excitace obecně způsobuje menší fotovybělování 
než excitace jedno-fotonová, což je ale mylná představa. Je jistě korektní, že dvou-fotonová 
excitace nezpůsobuje fotovybělování mimo ohniskovou rovinu. Je také pravdou, že NIR 
(blízké infračervené záření) způsobuje mnohem méně fotopoškození v živé tkáni, než UV 
záření při stejně velké excitaci. Pokud jsou porovnávány rychlosti fotovybělování uvnitř 
ohniskové roviny při stejné emisní rychlosti fotovybělování, pak byly zjištěny až 20 krát vyšší 
pro dvou-fotonovou excitaci. [9] 
Fotovybělování a fotopoškozování jsou zcela nelineární pro dvou-fotonovou excitaci 
a nelineární složka pravděpodobně existuje také pro jedno-fotonovou excitaci. Z tohoto 
důvodu může být fotovybělování obvykle dosaženo snížením excitační energie a nahrazením 
pro snížení rychlosti prodloužením doby akvizice. [9] 
Dávat obecná doporučení pro nastavení rychlosti je obtížné. Na jedné straně se 
koncentrace fluoroforu a fotostability mohou řádově lišit, na straně druhé se může značně lišit 
tolerance uživatelů k možným artefaktům. [9] 
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2.2.3 Přímá detekce fluorescence („non-descanned“) – NDD detekce 
Skutečnost, že fluorescenční signál přichází pouze od ohniska, vede k další výhodě 
dvou-fotonové excitace: dvou-fotonový mikroskop je schopný detekovat fotony, které jsou 
cestou od vzorku rozptýleny. Rozptýlené fotony opustí zadní aperturu čočky mikroskopu 
v širokém světelném kuželu, jak ukazuje Obr. 12. [9] 
 
Obr. 12: Fluorescence z hluboké ohniskové vzdálenosti je rozptýlena na výstupu ze vzorku. [9] 
V jedno-fotonovém systému s deskenovací (descanned) konfokální cestou paprsku by 
tyto fotony byly ztraceny. Nemohou být vedeny ani úzkou paprskovou cestou skeneru ani 
nemohou být fokusovány do štěrbiny „pinhole“. Nicméně u dvou-fotonového mikroskopu 
není excitace mimo ohniskovou vzdálenost, proto není nutné používat štěrbinu "pinhole". 
Dvou-fotonové mikroskopy tedy odvrátí fluorescenci z excitačního svazku přímo za objektiv 
mikroskopu a promítne ji na velkoplošný detektor (viz Obr. 13). Princip se nazývá „non-
descanned“ (nebo přímá – „direct“) detekce. Dvou-fotonový mikroskop s přímou detekcí 
nejen excituje fluorescenci v hlubokých vrstvách vzorku, ale také detekuje tyto fotony 
efektivně. [9] 
 
Obr. 13: Jedno-fotonová FLIM (vlevo) a multi-fotonová FLIM (vpravo), zjednodušená světelná cesta. [9] 
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Praktickou výhodou NDD v kombinaci s multi-fotonovou excitací je, že snímač je 
mnohem méně komplikovaný než pro konfokální detekci. Neexistuje žádný požadavek pro 
přesné zrušení průchodu paprsku pro různé vlnové délky, skenovací plochy nebo čočky 
objektivu. Žádný požadavek není nutný ani k ohniskové vzdálenosti fluorescence v difrakčně 
limitující štěrbině (pinhole) a udržení stabilního uspořádání, když jsou filtry nebo dichroické 
součásti vyměněny za nové. Multi-fotonová NDD vyžaduje, aby laserový paprsek vhodného 
průměru byl čistě přenášen do zadní apertury objektivu mikroskopu a snímán. Zjednodušení 
ve snímací optice alespoň částečně vyvažuje vysokou cenu femtosekundového laseru. Dvou-
fotonové mikroskopy mohou být tedy sestaveny připojením laseru a optického snímače k 
běžnému mikroskopu nebo vylepšením jedno-fotonového systému s titanovým laserem. [9] 
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3 Programové prostředí Fiji 
Ke zpracování snímků byl zvolen softwarový nástroj Fiji, jež je volně k dispozici na 
internetových stránkách tohoto projektu [7] a je naprogramovaný v jazyce Java, takže pro 
práci s tímto programem je nutné mít v počítači nainstalovaný virtuální stroj Java od firmy 
Oracle Corporation. Fiji (Fiji Is Just ImageJ) je projekt, který dodává ImageJ, a vychází ze 
stejnojmenného softwarového nástroje, a proto lze software Fiji a software ImageJ považovat 
téměř za totožné. 
Fiji se používá ke zpracování z největší části biomedicínských obrazů a dále je jím 
možno vytvářet makra a pluginy, což jsou podprogramy realizované lidmi nebo skupinami 
zabývajícími se právě zpracováním biomedicínských dat. Tyto pluginy jsou umístěny na 
webových stránkách Fiji, příp. stránkách ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). I tyto pluginy 
jsou pak volně stažitelné z internetu pro pozdější použití kýmkoliv, kdo s jejich pomocí 
potřebuje zpracovávat svá data. Vytvořený plugin obyčejně obsahuje tyto informace: kdo je 
autor, popis pluginu, zdrojové kódy, soubor pro spuštění pluginu a případně i obrazy, které 
zobrazují průběh zpracování [8]. 
ImageJ lze stáhnout z http://imagej.nih.gov/ij/download.html. Podrobnosti o tom, jak 
nainstalovat ImageJ na Linux, Mac OS 9, Mac OS X a Windows, jsou k dispozici na 
http://imagej.nih.gov/ij/docs/install/ (v programu se lze na tuto stránku dostat z nabídky menu 
Help > Installation...). Speciálně užitečná je sekce Troubleshooting. Instalace Fiji je popsána 
na http://fiji.sc/wiki/index.php/Downloads. [10] 
Stažený balíček nemusí obsahovat nejnovější opravy chyb, takže se doporučuje 
provést upgrade ImageJ hned po první instalaci. Aktualizace ImageJ (IJ) se spouští pouze 
z menu Help > Update ImageJ..., tím se nainstaluje nejnovější ij.jar do složky ImageJ 
(v systémech Linux a Windows), nebo do ImageJ.app (na Mac OS X). [10] 
Nabídka Help > Update ImageJ... z nabídky menu může být použita k aktualizaci 
(nebo degradaci) souboru ij.jar k uvolnění aktualizací nebo denních tzv. buildů, což jsou 
kompilované verze softwaru neboli převedení zdrojového počítačového programu na 
výsledný. Aktualizace k verzi jsou často vyhlašovány na zpravodajských internetových 
stránkách IJ a jsou řazeny abecedně (např. v. 1.43m). Tyto zprávy obvykle obsahují několik 
nových funkcí a opravy chyb podrobně popsaných na stránce ImageJ News. Na druhé straně 
denní buildy jsou označeny číselným dílčím subindexem (např. v. 1.43n4) a jsou často 
poskytovány bez dokumentace. Nicméně pokud jsou k dispozici poznámky pro denní buildy, 
tak ty lze nalézt na http://imagej.nih.gov/ij/source/release-notes.html. Když skončí vydání 
cyklu (verze v. 1.42 skončila s 1.42q, verze v. 1,43 s 1.43u, atd.), instalační balíček je pak 
stažitelný z http://imagej.nih.gov/ij/download.html. Tento balíček je typicky dodáván s malým 
seznamem doplňků (makra, skripty a pluginy). [10] 
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 Popis programu 3.1
Fiji (Fiji Is Just ImageJ) je distribuce ImageJ společně s Java, Java 3D a několika 
pluginů organizovaných do ucelené struktury menu. Hlavním zaměřením Fiji je pomáhat 
výzkumu v oblasti přírodních věd zaměřující se mimo jiné na zaznamenávání obrazu, 
segmentace, extrakce hran a 3D vizualizace. Také podporuje mnoho skriptovacích jazyků 
(BeanScript, Clojure, Jython, Python, Ruby). Důležité je, že Fiji je dodáváno s vhodným 
aktualizátorem, který zjistí, zda jsou vaše soubory aktuální, zastaralé nebo lokálně změněné. 
Kompletní dokumentace je k dispozici pro většinu z jeho pluginů. Projekt Fiji byl představen 
veřejnosti poprvé na konferenci „ImageJ User and Developer Conference“ v listopadu roku 
2008. [10] 
Jak je uvedeno v úvodu této kapitoly, tak program Fiji je tedy volně stažitelný 
z internetové stránky http://fiji.sc/Downloads (viz [7]) pro operační systémy Windows (jak 32 
bitové, tak 64 bitové verze), Mac OS X a Linux (opět pro 32 bitové i 64 bitové verze). Pro 
operační systém Windows platí, že po stažení příslušného souboru do námi zvolené složky 
v této pak nalezneme zazipovaný soubor, který obsahuje složku „Fiji.app“ v níž po otevření 
nalezneme kromě složek s makry, skripty, pluginy a dalšími soubory také instalační soubor 
ImageJ-win64.exe (pro 64 bitový systém Windows) nebo ImageJ-win32.exe (pro 32 bitový 
systém Windows). Spuštěním tohoto souboru se zahájí instalace programu Fiji. 
Po nainstalování a otevření Fiji se nám zobrazí hlavní okno – viz Obr. 14. V tomto 
okně je k dispozici menu, které mimo jiné obsahuje nabídku File, jež umožňuje otevřít nový 
prázdný skript, obrázky aj., jakožto i uložené obrázky v počítači, ukládat je apod. Další 
významné nabídky jsou Edit, Plugins a Help. Edit nám dává k dispozici kopírovat, vkládat 
zkopírované, příp. kreslit do obrázků. Úpravy v obrázcích lze dělat i pomocí funkcí, které 
vidíme na tlačítkách pod hlavní nabídkou menu. Plugins obsahuje předinstalované pluginy, 
které jsou obsažené v již zazipovaném souboru, který si stahujeme z internetových stránek 
programu Fiji. Dále pomocí této nabídky lze instalovat další pluginy či makra, jakožto 
vytvořit i nové. Nabídka Help je zmiňována již v úvodu kapitoly. Z této nabídky se dostaneme 
nejen na domovské stránky ImageJ (Help > ImageJ Website...) či Fiji (Help > Fiji Wiki) 
nebo na jejich zpravodajskou stránku ImageJ News (Help > ImageJ News...), kde jsou zprávy 
o nových funkcích aktualizací, ale lze se tu dostat i k samotné aktualizaci programu ImageJ 
(Help > Update ImageJ...) i Fiji (Help > Update Fiji...; nebo Help > Update...). Dále se 
v nabídce Help můžeme dozvědět i informace o nainstalovaných pluginech (Help > About 
Plugins) i o programu samotném (Help > About ImageJ...). Samozřejmě, že ve všech 
zmíněných nabídkách hlavního menu najdeme víc potřebných příkazů či informací. 
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Obr. 14: Hlavní okno programu Fiji 
Toto byl stručný úvod k instalaci a seznámení se s programem Fiji, příp. ImageJ. 
Dozvědět se více je možné v uživatelské příručce, viz [10]. V následující kapitole 3.2 bude 
stručně popsáno, jak vytvořit v softwaru Fiji plugin a jaké jsou druhy těchto pluginů. 
 Tvorba pluginů 3.2
V programu Fiji, tak jako i v ImageJ, lze vytvářet tzv. makra, skripty a pluginy. 
Makro je jednoduchý program, který automatizuje sérii příkazů ImageJ/Fiji. 
Nejjednodušší způsob, jak vytvořit makro, je zaznamenat sekvenci příkazů pomocí 
příkazového rekordéru (Plugins > Macros > Record...). Makro je uloženo jako textový 
soubor (.txt nebo .ijm přípona souboru) a po instalaci proveden zvolením názvu makra 
v  Plugins > Macros [10]. Nová makra lze vytvořit z menu Plugins > New > Macro. 
V Plugins > New > Macro Tool si lze vyzkoušet různé příklady maker podle nápovědy 
v nově otevřeném okně po spuštění tohoto příkazu. 
Dalším rozšířením je vytváření skriptů. ImageJ používá Mozilla Rhino interpreta 
zabudovaného do Java 1.6 pro operační systémy Linux a Windows ke spouštění JavaScriptu. 
Uživatelé operačního systému Mac a uživatelé starších verzí platformy Java musí stáhnout 
JavaScript.jar do složky pluginů. Tento JAR soubor je k dispozici na webových stránkách 
ImageJ a je součástí Mac verze ImageJ ve složce ImageJ/plugins/jars. [10] 
Příklad programů JavaScript jsou k dispozici na http://imagej.nih.gov/ij/macros/js/. 
Zabezpečené vlákno kódu JavaScript může být generováno pomocí Rekordéru (Plugins > 
Macros > Record...). Skripty mohou být otevřeny v editoru jako jakékoliv jiné makro. Skripty 
s příponou .js lze spustit pomocí Plugins > Macro > Run... [10]. Nový JavaScript s příponou 
.js lze vytvořit z nabídky Plugins > New > JavaScript. 
Nyní se dostáváme k samotným pluginům. ImageJ a Fiji rozlišují tři typy pluginů, a to 
Plugin, Plugin Filter a Plugin Frame, se kterými se blíže seznámíme v následujících 
podkapitolách. 
Pluginy jsou mnohem významnější koncepcí, než jsou Makra a Skripty a většina 
z vestavěných příkazů menu programu ImageJ nebo Fiji jsou ve skutečnosti prováděny jako 
pluginy. Porovnání různých skriptovacích jazyků je k dispozici na webové stránce Fiji 
http://fiji.sc/wiki/index.php/Scripting_comparisons. [10] 
Pluginy jsou implementovány jako třídy Java, což znamená, že uživatel může využít 
všechny funkce programovacího jazyku Java, přístup k plné ImageJ API (API - Application 
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Programming Interface - využití programovacího rozhraní) a využívat všechny standardy ve 
prospěch Java API v pluginu. To otevírá širokou škálu možností, co lze v pluginu udělat. [10] 
Mezi nejčastější použití pluginů jsou filtry vykonávající několik analýz nebo 
zpracování obrazu či vrstvený obraz a vstupní/výstupní pluginy pro čtení/zápis nemají 
původní podporované formáty z/do souboru nebo jiných nástrojů. Ale jak lze vidět při 
pohledu na pluginy uvedené na stránce ImageJ pluginů, existuje mnoho dalších věcí, které je 
možné s pluginy dělat, jako je grafické provedení nebo vytváření rozšíření grafického 
uživatelského rozhraní programu ImageJ/Fiji. [10] 
3.2.1 Rozhraní PlugIn 
Z nabídky Plugins > New > Plugin je otevřeno okno editoru obsahující prototyp 
pluginu, který implementuje rozhraní PlugIn. Toto okno je zobrazeno na Obr. 15.  Pluginy 
tohoto typu otevírají, zachycují nebo vytváří obrazy. Název pluginu by měl obsahovat alespoň 
jedno podtržítko. [10] 
 
Obr. 15: Okno editoru ve Fiji, které se zobrazí po spuštění pluginu, jež implementuje rozhraní PlugIn 
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Rozhraní PlugIn je základním typem pluginu. Používá se především v případech, kdy 
uživatel plánuje vytvořit plugin, jež ke svému spuštění potřebuje otevřený obraz nebo jen 
zobrazit dialogové okno. [8] 
Toto rozhraní má pouze jednu metodu – void run (String arg). Tato metoda spustí 
plugin, který je zde implementován a to také plugin vykoná. Řetězec arg je předán jako 
argument pluginu, což je také prázdný řetězec. Je možné nainstalovat více pluginů než jen 
jeden, takže každý z nich bude volat stejnou třídu, ale s jiným argumentem. [17] 
Na Obr. 15 vidíme několik příkazů, což je základní sestavení začátku programu 
(pluginu), jenž je utvořen po spuštění rozhraní PlugIn. Uživatel musí tento začátek programu 
dopsat vlastním programem dle požadavků, které očekává a chce, aby daný plugin zpracoval 
či vytvářel. Tyto příkazy znamenají následující [11], [12]: 
 import – tento příkaz umožňuje nadeklarovat či naimportovat uvedené třídy či 
balíčky, které obsahují různé další třídy, jež bychom jinak museli samostatně 
deklarovat či vytvořit v tomto programu/pluginu, 
 public class – klíčové slovo class nadefinuje třídu, která musí mít jméno totožné 
se souborem, v případě Obr. 15 musí být tedy název třídy My_Plugin. Klíčové 
slovo public udává modifikátor viditelnosti, v tomto případě je tedy třída veřejná 
a viditelná odkudkoliv ze zdrojového kódu. 
 implements – toto klíčové slovo nám implementuje rozhraní třídy, proto za tímto 
slovem musí být jméno tohoto rozhraní, a protože v tomto případě je vytvářeno 
rozhraní PlugIn, proto i jméno je totožné, 
 public void – klíčové slovo void definuje návratovou hodnotu metody, konkrétně 
toto klíčové slovo deklaruje, že metoda nemá vracet žádnou hodnotu. Slovo public, 
stejně jako při definování třídy, udává modifikátor viditelnosti, v tomto případě 
metody. Metoda je opět veřejná. Do této části je do složených závorek napsána 
hlavní část programu uživatelem. Slovo run je název metody. 
3.2.2 Rozhraní PlugInFilter 
Z nabídky Plugins > New > Plugin Filter je otevřeno okno editoru obsahující 
prototyp pluginu, který implementuje rozhraní PlugInFilter. Na Obr. 16 je možnost si toto 
okno prohlédnout. Pluginy tohoto typu zpracovávají aktivní snímky. Prototyp dvakrát otáčí 
aktivní snímek. [10] 
32 
 
 
Obr. 16: Okno editoru ve Fiji, které se zobrazí po spuštění pluginu, jež implementuje rozhraní PlugInFilter 
Toto rozhraní má metodu void run (ImageProcessor ip). Tato metoda spustí plugin, 
který je zde vytvořen a to pak plugin udělá. Metoda zavádí obrazový procesor, který pracuje 
jako argument. Procesor může být modifikován rovnou nebo nový procesor a nový obraz 
může být založen na jeho datech tak, aby byl originální obraz ponechán beze změny. Zatímco 
plugin běží, originální snímek je uzamčen. Na rozdíl od rozhraní PlugIn, běh metody 
nevyžaduje řetězec argumentu – argument může být vytvořen pomocí int setup (String arg, 
ImagePlus imp). Tato metoda nastaví Plugin Filter k použití. Řetězec arg má stejnou funkci 
jako metoda run v rozhraní PlugIn. Argumentem imp se není třeba zabývat – ten má na 
starosti samotný program ImageJ/Fiji a momentálně aktivní obraz je zpracován. Metoda setup 
navrací příznak, který představuje schopnosti filtru (tj. s jakými typy obrazů je povoleno 
pracovat). Zde uvedeno DOES_ALL znamená, že je povoleno pracovat se všemi typy obrazů. 
[17] 
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3.2.3 Třída PlugInFrame 
Z nabídky Plugins > New > Plugin Frame je otevřeno okno editoru obsahující 
prototyp pluginu, který rozšiřuje třídu PlugInFrame. Pluginy tohoto typu zobrazí okno 
obsahující ovládací prvky, jako jsou tlačítka a posuvníky. Prototyp otevře okno obsahující 
textové pole [10]. Okno editoru pro vytváření třídy PlugInFrame je na Obr. 17. 
 
Obr. 17: Okno editoru ve Fiji, které se zobrazí po spuštění pluginu pro rozšíření třídy PlugInFilter 
PlugInFrame je podtřídou AWT konstrukce, která implementuje rozhraní PlugIn. Pak 
bude plugin uživatele realizován jako podtřída PlugInFrame. 
Existuje jeden konstruktor pro PlugInFrame. Ten získá titul okna jako argument: 
PlugInFrame (java.lang.String title). 
Tak, jako je tato třída pluginem, metoda void run (java.lang.String arg) deklarovaná 
v rozhraní PlugIn je implementována a může být přepsána metodou run uživatelova pluginu. 
Všechny metody jsou samozřejmě deklarovány v java.awt.Frame a jejich supertřídy 
mohou být přepsány. [17] 
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4 Realizace fluorescenčních intenzitních snímků 
S využitím aplikace pulsního laditelného laseru, funkce TimeGate a detekce 
hybridními detektory byly pořízeny sady fluorescenčních intenzitních snímků. Jak je uvedeno 
v kapitole 2.2.1, funkce TimeGate je pomalé snímání časových oken, jinými slovy tato funkce 
umožňuje získávat obrázky z mikroskopu v určitých, námi zvolených, časových oknech, 
v nichž se následně zjišťuje doba života fluorescence pomocí vykreslení pseudobarevné mapy 
v softwaru Fiji. 
Snímky byly pořizovány pro řez květu konvalinky a pro řez žabích kardio-myocytů 
neboli srdečních svalových buněk. Na konvalinku bylo použito zelené fluorescenční barvivo 
(fluorescein) calcein a pro kardiomyocyty zelené (calcein) i červené barvivo (ethidium 
homodimer), aby bylo možné zobrazit rozdíl intenzity obou barviv. Můžeme tedy říci, že bylo 
pořízeno 5 sad fluorescenčních intenzitních snímků. Jedna pro řez konvalinky a čtyři pro řez 
kardio-myocytů. 
Doba akvizice pro sadu snímků konvalinky byla od 0 do 7,4 ns a obsahuje 14 snímků, 
přičemž časová okna byla navržena tak, aby se vzájemně překrývala, což platí pro snímání 
všech sad snímků. Vzhledem k tomuto překrývání je pak dosaženo přesnějších výsledků pro 
vytvoření pseudobarevné mapy než by tomu bylo u časových oken, která by se časově 
nepřekrývala, ale na sebe navazovala. Tím pádem je pak i následné zjištění doby života 
fluorescence z pseudobarevné mapy přesnější. 
Na Obr. 18 je ukázka prvních tří intenzitních snímků řezu květu konvalinky pro 
časová okna 0 až 3,5 ns, 0,3 až 3,8 ns a 0,6 až 4,1 ns. Všechny ostatní snímky, včetně těchto 
prvních tří, jsou v Příloze 1 této diplomové práce, kde jsou i popsány délky časových oken, 
resp. počátek a konec jednotlivých oken. 
   
Obr. 18: Ukázka prvních tří intenzitních snímků řezu květu konvalinky pro časová okna a) 0 až 3,5 ns, b) 0,3 až 3,8 ns 
a c) 0,6 až 4,1 ns 
Sady snímků kardio-myocytů byly snímány pro dobu akvizice od 0 do 11,5 ns. Dále 
byl kromě použití dvou fluorescenčních barviv měněn i zisk hybridních detektorů. Pro každý 
fluorescein byly snímky pořízeny při zisku těchto detektorů 58 % a 125 %. 
a) b) c) 
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U pořizování snímků kardio-myocytů byla časová okna překrývána stejně pro všechny 
sady, jak u zeleného, tak i červeného fluorescenčního barviva a současně byla stejná i doba 
akvizice opět pro všechny sady. Příloha 3 obsahuje intenzitní snímky těchto kardio-myocytů 
pro červené fluorescenční barvivo a zisk hybridních detektorů 58 %, Příloha 7 stejné barvivo, 
ale zisk detektorů 125 %. Dále v Příloze 5 je řez těchto srdečních svalových buněk zobrazen 
pro zelené fluorescenční barvivo a zisk hybridních detektorů 58 %, v Příloze 9 pak při zisku 
detektorů 125 %. Každá příloha má i popis každého snímku, pro jaké časové okno byl ten 
daný snímek pořízen. 
Jak je možné vidět z intenzitních snímků, tak na intenzitě fluorescence se podílí jak 
použitý fluorescein, tak zisk hybridních detektorů. Vzorky opatřené zeleným fluoresceinem 
jsou jasnější, tudíž lze předpokládat, že pro laserový paprsek mikroskopu jsou molekuly 
calceinu interaktivnější než je tomu u červeného fluoresceinu. Samozřejmě čím je zisk 
detektorů vyšší, tím jsou intenzitní snímky kvalitnější, mají vyšší ostrost i jas. 
Na Obr. 19 je ukázka grafu závislosti maximální intenzity fluorescence na čase pro 
fluorescenční intenzitní snímky řezu květu konvalinky. Tabulka Tab. 1 zobrazuje maximální 
hodnoty intenzity fluorescence ve stupních odstínů šedi a času v nanosekundách, ze kterých 
byla realizována zmíněná závislost maximální intenzity fluorescence v čase. Hodnoty 
intenzity byly zjišťovány v programu Fiji ve funkci Histogram, kde jsou vypsány všechny 
hodnoty intenzity v každém pixelu obrázku. 
Tab. 1: Hodnoty maximální intenzity fluorescence a času 
Imax [stupně šedi] 85 85 84 84 76 64 72
t [ns] 3,5 3,8 4,1 4,4 4,7 5 5,3
Imax [stupně šedi] 56 50 46 40 34 34 36
t [ns] 5,6 5,9 6,2 6,5 6,8 7,1 7,4
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Obr. 19: Závislost maximální intenzity fluorescence Imax na čase t pro snímky řezu květu konvalinky 
Na Obr. 20 je blokové schéma získání fluorescenčních intenzitních snímků na 
konfokálním mikroskopu. Vzorek na Poslední blok Vytvoření pseudobarevných map 
v softwarovém prostředí Fiji je rozveden v samostatném blokovém schématu v následující 
kapitole, která se zabývá realizací metody kvazi FLIM a vytvoření pluginu. 
 
Obr. 20: Blokové schéma získání fluorescenčních intenzitních snímků 
Jak je možné na intenzitních snímcích v uvedených Přílohách i na grafické závislosti 
na obrázku Obr. 19 vidět, tak intenzita fluorescence v čase klesá, což splňuje známé 
předpoklady a poznatky o tomto jevu, který postupně vymizí zcela. V grafu se sice dvakrát 
objevuje malý výkyv, kdy intenzita jednorázově stoupne, ale to se jedná o hodnotu pouze 
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v jednom pixelu, a proto je tento pixel zahrnut jak do zpracování v softwaru Fiji, tak i do této 
závislosti. Jedná se o hodnotu 72 stupňů odstínů šedi v čase 4,7 ns z předchozí hodnoty 64 
stupňů odstínů šedi. Další mírné zvýšení intenzity na 36 stupňů odstínů šedi v čase 7,4 ns 
z předchozí hodnoty 34 stupňů odstínů šedi je velmi nízké, navíc se již při vytváření mapy 
neprojeví, což si vysvětlíme v následující kapitole.  
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5 Realizace metody kvazi FLIM 
V této kapitole je realizována metoda kvazi FLIM pomocí pluginu. Jaké jsou druhy 
pluginů a jak je vytvořit, bylo vysvětleno v kapitole 3. Vzhledem k tomu, že rozraní PlugIn 
nepotřebuje ke svému spuštění mít otevřený žádný obraz, bylo právě toto rozhraní použito na 
realizaci této diplomové práce. 
Vstupem pro vytvořený plugin jsou fluorescenční intenzitní snímky, které jsou 
převedeny na šedotónový typ obrazu. V každém obrázku je posuzována hodnota 
intenzity každého pixelu. Pokud je splněna podmínka, že je na daném pixelu intenzita větší 
nebo rovna 50 stupňů odstínů šedi, pak je tomuto pixelu přiřazena barva z palety škály barev, 
kterou vidíme u každé pseudobarevné mapy. Pseudobarevná mapa je tedy tvořena takto: 
prvním snímkem pro vstup pluginu, ve kterém jsou porovnávány hodnoty intenzity 
fluorescence, je „nejtmavší“ snímek, tj. snímek s nejvyšším počtem pixelů splňující výše 
uvedenou podmínku. Například v sadě snímků řezu květu konvalinky je tímto snímkem 
snímek pro poslední časové okno, tedy 3,9 až 7,4 ns. Všechny pixely, ve kterých je hodnota 
intenzity fluorescence 50 stupňů odstínů šedi a vyšší, jsou obarveny první barvou z palety 
škály barev následující hned po černé, protože černou barvou jsou obarveny všechny pixely 
nesplňující tuto podmínku. Tento postup je postupně realizován pro všechny snímky až po 
„nejsvětlejší“ snímek s tím, že v každém následujícím snímku jsou pixely obarveny další 
barvou z palety škály barev. Výsledkem tedy je pseudobarevná mapa, jakou lze vidět 
v Příloze 2, Příloze 4, Příloze 6, Příloze 8 a Příloze 10. 
Dále bylo vytvořeno grafické uživatelské rozhraní (GUI), kde bylo vytvořeno 
uživatelské dialogové okno Kvazi FLIM, které obsahuje lištu s nabídkou File a dvě tlačítka – 
OK a Cancel. Plugin má název Kvazi_FLIM_PlugIn.java, který je nutné si ve Fiji 
nainstalovat. Tento plugin, resp. jeho zdrojový kód, je součástí diplomové práce, a to jak na 
přiloženém paměťovém médiu, tak v informačním systému VUT v archivovaném souboru zip 
pojmenovaný Pavel_Grund_DP_prilohy.zip. Jeho část, která vytváří a zobrazuje 
pseudobarevnou mapu, je i v Příloze 13 této diplomové práce. 
Plugin se do softwaru instaluje přes menu Plugins > Install PlugIn a pak najít soubor 
Kvazi_FLIM_PlugIn.java a ten otevřít a pak postupovat dle pokynů softwaru. Po 
nainstalování lze pluginu spustit, a to tak, že v softwaru Fiji v nabídce menu Plugins najdeme 
název pluginu Kvazi FLIM PlugIn. Po spuštění se zobrazí dialogové okno, ve kterém je třeba 
otevřít intenzitní fluorescenční snímek, a to tak, že uživatel v tomto oknu klikne myší na File 
> Open a v následně najde cestu k obrázkům, u nichž chce nechat vykreslit pseudobarevnou 
mapu a musí kliknout na jeden z obrázků. Je důležité podotknout, že je nutné, aby ve složce 
byly pouze a jenom obrázky, ze kterých chce uživatel tuto mapu nechat vytvořit a jejich 
maximální počet musí být 15. Pokud by jich bylo víc, je pak nutné pro další obrázky nad 
stanovený počet udělat novou mapu, ale tyto obrázky je třeba mít ve zvláštní složce. 
Součástí Přílohy 2, Přílohy 4, Přílohy 6, Přílohy 8 a Přílohy 10 je pod pseudobarevnou mapou 
39 
 
i paleta škály barev použitá pro obarvení intenzitních fluorescenčních snímků. Touto paletou 
je šestnáctibarevná Lookup Table (LUT), která je zobrazena na Obr. 21. Ve výše zmíněných 
Přílohách je tato mapa upravena pro konkrétní mapy, protože tato LUT mapu „obarvuje“ 
následujícím způsobem: Černá barva je použita pro obarvení všech pixelů s intenzitou nižší 
než 50 stupňů odstínu šedi. Následující barvy, tmavě modrou počínaje, obarvují pixely tak, 
jak je popsáno ve druhém odstavci této kapitoly, to znamená, že tmavě modrou barvou jsou 
obarveny pixely v obrázku s nejnižší intenzitou v dané složce, ze které byl obraz vybrán. 
Další světlejší modrá barva je použita pro obrázek s vyšší intenzitou a tak dále, až jsou 
obarveny všechny obrázky. Takže pixely s nejvyšší intenzitou a současně s nejdelší dobou 
života fluorescence jsou obarveny poslední použitou barvou v počtu obrázků; pro květ 
konvalinky je použito 14 barev pro 14 obrázků, u kardio-myocytů devět barev pro devět 
obrázků od tmavě modré dále podle počtu zpracovávaných obrázků. Příloha 11 zobrazuje 
blokové schéma vytváření pseudobarevné mapy. Podle palety škály barev lze vyhodnotit dobu 
života fluorescence v jednotlivých pixelech. Například v pixelech obrázků u řezu květu 
konvalinky, kde je tmavě modrá barva, je doba života fluorescence 3,5 ns, v pixelech, kde je 
světle fialová barva, je tato doba 7,5 ns. Takových pixelů je velmi málo, protože nejjasnější 
fluorescence byla právě v takto málo místech. 
 
Obr. 21: Paleta škály barev pro obarvování intenzitních snímků – LUT 16 colors 
Na Obr. 22 je dále zobrazeno dialogové okno spuštěného pluginu. Jak je uvedeno výše 
a ukázáno na zmíněném obrázku, dialogové okno obsahuje lištu s menu File, které obsahuje 
příkazy Open pro otevírání souborů, Save pro ukládání souborů a Quit pro ukončení. Dále 
obsahuje dvě tlačítka OK a Close. Tlačítko OK zobrazí pseudobarevnou mapu z načtených 
intenzitních fluorescenčních snímků. Jak načíst tyto snímky pomocí dialogového okna 
vytvořeného pluginu je uvedeno v předchozím odstavci. V Příloze 12 je blokové schéma 
vytvoření dialogového okna. 
 
Obr. 22: Dialogové okno pluginu pro vytvoření pseudobarevné mapy 
40 
 
Při vytváření zdrojového kódu byly využity následující zdroje literatury: [11], [12], 
[13], [14], [15], [16] a [17]. 
Výhodou vytvoření tohoto pluginu v tomto softwaru je, že by měl dokázat nahradit 
klasický FLIM systém, který má velmi vysokou pořizovací cenu, a to i několik milionů korun, 
kdežto software Fiji je volně stažitelný z internetu, takže každý, kdo by potřeboval využít 
funkci tohoto systému, může tak jednoduše učinit. Tento systém byl i vytvářen v rámci 
bakalářské práce v softwarovém prostředí Matlab. Fiji nebo ImageJ má oproti Matlabu 
nespornou výhodu, a to opět z finančního důvodu, protože firma vyvíjející a distribuující 
Matlab nevydává licence k tomuto softwaru zdarma. To je i důvodem, proč k realizaci této 
diplomové práce byl zvolen software Fiji.  
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6 Závěr 
Tato diplomová práce pojednává o konfokální mikroskopii a zabývá se metodou 
FLIM. První kapitola pojednává o konfokální mikroskopii, o širokospektrálním, tzv. bílém 
laseru, jako základním zdroji dnešních konfokálních mikroskopů. O metodě FLIM pojednává 
celá druhá kapitola. Ve třetí kapitole je základní pojednání o softwaru Fiji, jakožto i o 
pluginech, které tímto programovým prostředím vytvořit. 
Čtvrtá a pátá kapitola se zabývá nejdůležitější, a to praktickou částí diplomové práce. 
Pomocí funkce TimeGate a aplikací pulsního laditelného laseru v konfokální mikroskopii 
byly vytvořeny fluorescenční intenzitní snímky. V programovém prostředí Fiji byl vytvořen 
plugin rozhraní PlugIn, který kromě vytvoření grafického uživatelského rozhraní v podobě 
dialogového okna také vytváří pseudobarevnou mapu, což je grafická reprezentace dat 
znázorňující dobu života fluorescence. U každé pseudobarevné mapy je paleta škály barev, 
která udává dobu života fluorescence v jednotlivých pixelech obrazů. V páté kapitole je 
popsáno jak tuto mapu podle této škály reprezentovat. 
Součástí zadání bylo i porovnání dosažených výsledků s výstupy klasického FLIM 
systému. Tato část byla po dohodě s vedoucím práce vynechána, protože se nepodařilo zajistit 
adekvátní měření systémem FLIM na externím přístroji.  
42 
 
7 Seznam literatury 
[1] SEDLÁŘOVÁ, Michaela. Konfokální mikroskopie. [Online] © 2010. [Citace: 2. 10. 
2013]. Dostupné z: http://www.botanika.upol.cz/atlasy/confmicro/index.php. 
[2] SEHADOVÁ, Hana. Fluorescenšní a konfokální mikroskopie. [Online] 2011. [Citace: 
25. 11. 2013]. Dostupné z: http://alfa.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/Fluorescencni-a-
konfokalni-mikroskopie.pdf. 
[3] PLÁŠEK, Jaromír. Konfokální mikroskop. Vesmír. [Online] 1995, roč. 74, č. 9 
[Citace: 30. 11. 2013]. ISSN 1214-4029. Dostupné z: 
http://www.vesmir.cz/clanek/konfokalni-mikroskop. 
[4] BORLINGHAUS, T. Rolf; KUSCHEL Lioba. White Light Lase: Leica Science Lab. 
Leica Science Lab. [Online] 27. 6. 2012. [Citace: 16. 10. 2013.] Dostupné z: 
http://www.leica-microsystems.com/index.php?id=6415. 
[5] TRAUTMANN, Susane; BUSCHMANN, Volker; ORTHAUS, Sandra; 
KOBERLING, Felix; ORTMANN, Uwe; ERDMANN, Rainer. Fluorescence 
Lifetime Imaging (FLIM) in Confocal Microscopy Applications: An Overview [Online] 
2013. [Citace: 16. 10. 2013.] Dostupné z: 
http://www.picoquant.com/images/uploads/page/files/7350/appnote_flim_overview.pdf. 
[6] PUDAVAR, Haridas. Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM). Leica Microsystems 
Inc. [Online] 25. 10 2009. [Citace: 16. 10. 2013.] Dostupné z: 
http://www.biology.uiowa.edu/microscopy/pdf/FLIM_Basics_iowa.pdf. 
[7] FIJI. [software]. [přístup 21. 10. 2013]. Dostupné z: http://fiji.sc/Downloads. Požadavky na 
systém: PC Windows (32-bit), Windows (64-bit), Mac OS X, Linux (32-bit), Linux (64-bit). 
[8] DŘÍMAL, Martin. Vytvoření ImageJ pluginu pro kvantifikaci kompaktních a difuzních 
struktur. [Online] Brno: Masarykova univerzita, Fakulta informatiky, 2013. 39 s. 
Vedoucí bakalářské práce doc. RNDr. Petr Matula, Ph.D. [Citace: 16. 10. 2013] 
Dostupné z: http://is.muni.cz/th/373769/fi_b/Bakalarska_prace.pdf. 
[9] BECKER, Wolfgang. The bh TCSPC Handbook. [Online] 2012, 5th Edition. [Citace: 
22. 10. 2013.] Dostupné z: http://www.becker-hickl.de/handbookphp.htm. 
[10] FERREIRA, Tiago; RASBAND, Wayne. ImageJ User Guide ImageJ/Fiji 1.46. 
[Online] 2012. [Citace: 10. 11. 2014.] Dostupné z: 
http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/user-guide.pdf. 
[11] PAVLÍČKOVÁ,  J., PAVLÍČEK, L. Vývoj klient/server aplikací v Javě. Praha, 
Oeconomica [Online] 2004. ISBN 8024507919. [Citace: 10. 11. 2014.] Dostupné z: 
http://java.vse.cz/Java/Skripta. 
43 
 
[12] MIČKA, Pavel. Java pro začátečníky. [Online] Algoritmy.net 2008 – 2015. [Citace: 
10. 11. 2014.] Dostupné z: http://www.algoritmy.net/category/21338/Java-pro-
zacatecniky. 
[13] Základní konstrukce jazyka Java. [Online] Copyright © 2015 itnetwork.cz [Citace: 10. 
11. 2014.] Dostupné z: http://www.itnetwork.cz/java-zaklady-navody-tutorialy-
zdrojove-kody-ke-stazeni. 
[14] BITNER, Tomáš. Programování v jazyce Java. [Online] Copyright © 2001-2003 
[Citace: 10. 11. 2014.] Dostupné z: 
http://www.fi.muni.cz/~tomp/slides/pb162/printable.html#oo_intro. 
[15] Stručný úvod do jazyka JAVA. [Online] [Citace: 10. 11. 2014.] Dostupné z: 
http://gapo.cz/doc/docs/java/uvod_do_jazyka/index.html. 
[16] The Java Tutorial. [Online] © 1995-1998 Sun Microsystems, Inc. [Citace: 10. 11. 
2014.] Dostupné z: http://gapo.cz/doc/docs/java/JavaTutorial/index.html. 
[17] BAILER, Werner. Writing ImageJ PlugIns – A Tutorial. [Online] Version 1.5 – 21. 
září 2001. [Citace: 10. 11. 2014.] Dostupné z: 
http://www.cs.rug.nl/~michael/teaching/CompVis/plugins_tut.pdf 
  
44 
 
8 Seznam příloh 
Příloha 1: Intenzitní snímky pro řez květu konvalinky 
Příloha 2: Pseudobarevná mapa pro řez květu konvalinky 
Příloha 3: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro červené fluorescenční barvivo ethidium 
homodimer, akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 58 % 
Příloha 4: Pseudobarevná mapa pro kardio-myocyty pro červené fluorescenční barvivo 
ethidium homodimer se ziskem detektorů 58 % 
Příloha 5: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro zelené fluorescenční barvivo calcein, 
akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 58 % 
Příloha 6: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro zelené fluorescenční barvivo 
calcein se ziskem detektorů 58 % 
Příloha 7: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro červené fluorescenční barvivo ethidium 
homodimer, akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 125 % 
Příloha 8: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro červené fluorescenční barvivo 
ethidium homodimer se ziskem detektorů 125 % 
Příloha 9: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro zelené fluorescenční barvivo calcein, 
akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 125 % 
Příloha 10: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro zelené fluorescenční barvivo 
calcein se ziskem detektorů 125 % 
Příloha 11: Blokové schéma vytvoření pseudobarevné mapy 
Příloha 12: Blokové schéma vytvoření dialogového okna 
Příloha 13: Ukázka zdrojového kódu vytvořeného pluginu, část vytvoření pseudobarevné 
mapy 
Příloha 14: Elektronická příloha na paměťovém médiu a v Informačním systému VUT 
  
45 
 
Příloha 1: Intenzitní snímky pro řez květu konvalinky pro následující časová okna – a) 0 až 
3,5 ns, b) 0,3 až 3,8 ns, c) 0,6 až 4,1 ns, d) 0,9 až 4,4 ns, e) 1,2 až 4,7 ns, f) 1,5 až 5 ns, g) 1,8 
až 5,3 ns, h) 2,1 až 5,6 ns, i) 2,4 až 5,9 ns, j) 2,7 až 6,2 ns, k) 3 až 6,5 ns, l) 3,3 až 6,8 ns, m) 
3,6 až 7,1 ns, n) 3,9 až 7,4 ns 
    
 
    
 
    
 
  
  
a) b) 
g) f) e) 
d) c) 
n) m) 
l) k) j) i) 
h) 
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Příloha 2: Pseudobarevná mapa pro řez květu konvalinky – doba akvizice 0 až 7,4 ns 
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Příloha 3: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro červený fluorescein ethidium homodimer, 
akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 58 % – jednotlivé obrázky zobrazují následující 
časová okna: a) 0 až 3,5 ns, b) 1 až 4,5 ns, c) 2 až 5,5 ns, d) 3 až 6,5 ns, e) 4 až 7,5 ns, f) 5 až 
8,5 ns, g) 6 až 9,5 ns, h) 7 až 10,5 ns, i) 8 až 11,5 ns 
   
 
 
   
 
 
   
b) c) 
f) e) d) 
i) h) g) 
a) 
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Příloha 4: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro červené fluorescenční barvivo 
ethidium homodimer se ziskem detektorů 58 % 
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Příloha 5: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro zelené fluorescenční barvivo calcein, 
akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 58 % – jednotlivé obrázky zobrazují následující 
časová okna: a) 0 až 3,5 ns, b) 1 až 4,5 ns, c) 2 až 5,5 ns, d) 3 až 6,5 ns, e) 4 až 7,5 ns, f) 5 až 
8,5 ns, g) 6 až 9,5 ns, h) 7 až 10,5 ns, i) 8 až 11,5 ns 
   
 
   
 
   
  
a) b) c) 
d) e) f) 
g) h) i) 
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Příloha 6: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro zelené fluorescenční barvivo calcein 
se ziskem detektorů 58 % 
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Příloha 7: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro červené fluorescenční barvivo ethidium 
homodimer, akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 125 % – jednotlivé obrázky 
zobrazují následující časová okna: a) 0 až 3,5 ns, b) 1 až 4,5 ns, c) 2 až 5,5 ns, d) 3 až 6,5 ns, 
e) 4 až 7,5 ns, f) 5 až 8,5 ns, g) 6 až 9,5 ns, h) 7 až 10,5 ns, i) 8 až 11,5 ns 
   
 
   
 
   
  
a) b) c) 
d) e) f) 
g) h) i) 
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Příloha 8: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro červené fluorescenční barvivo 
ethidium homodimer se ziskem detektorů 125 % 
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Příloha 9: Intenzitní snímky kardio-myocytů pro zelené fluorescenční barvivo calcein, 
akviziční dobu 0 až 11,5 ns a zisk detektorů 125 % – jednotlivé obrázky zobrazují následující 
časová okna: a) 0 až 3,5 ns, b) 1 až 4,5 ns, c) 2 až 5,5 ns, d) 3 až 6,5 ns, e) 4 až 7,5 ns, f) 5 až 
8,5 ns, g) 6 až 9,5 ns, h) 7 až 10,5 ns, i) 8 až 11,5 ns 
   
 
   
 
   
  
a) b) c) 
d) e) f) 
g) h) i) 
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Příloha 10: Pseudobarevná mapa pro kardiomyocyty pro zelené fluorescenční barvivo calcein 
se ziskem detektorů 125 % 
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Příloha 11: Blokové schéma vytvoření pseudobarevné mapy 
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Příloha 12: Blokové schéma vytvoření dialogového okna 
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Příloha 13: Ukázka zdrojového kódu vytvořeného pluginu, část vytvoření pseudobarevné 
mapy 
 public void run(String arg) {    //vytváření pseudobarevné mapy 
  List<BufferedImage> obrazky = new ArrayList<BufferedImage>(); 
  if (!showDialog()) { 
            return; 
  } 
        File folder = new File(directory); 
  File[] listOfFiles = folder.listFiles();   
     for (int i = 0; i < listOfFiles.length; i++) { 
       if (listOfFiles[i].isFile()) { //otevření a načtení intenzitních fluorescenčních snímků 
         System.out.println("File " + listOfFiles[i].getName()); 
         ImagePlus im1 = new ImagePlus(directory+"/"+listOfFiles[i].getName()); 
         BufferedImage bim1 = im1.getBufferedImage(); 
         obrazky.add(bim1); 
       } 
     } 
     ImagePlus vysledek = new ImagePlus(directory+"/"+listOfFiles[0].getName()); 
  BufferedImage bvysledek = vysledek.getBufferedImage();  
   Color[] colors = {    //pomocné barvy 
   new Color(0,0,139), 
   new Color(0,0,255), 
   new Color(30,144,255), 
   new Color(0,191,255), 
   new Color(135,206,250), 
   new Color(0,255,0), 
   new Color(173,255,47), 
   new Color(255,255,0), 
   new Color(255,215,0), 
   new Color(255,165,0), 
   new Color(255,140,0), 
   new Color(255,0,0), 
   new Color(255,0,255), 
   new Color(200,0,200), 
   new Color(0,255,0), 
   new Color(173,255,47), 
   new Color(255,255,0), 
   new Color(255,215,0), 
   new Color(255,165,0), 
   new Color(255,140,0), 
   new Color(255,0,0), 
   new Color(255,0,255), 
   new Color(200,0,200), 
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   new Color(0,255,0), 
   new Color(173,255,47), 
   new Color(255,255,0), 
   new Color(255,215,0), 
   new Color(255,165,0), 
   new Color(255,140,0), 
   new Color(255,0,0), 
   new Color(255,0,255), 
   new Color(200,0,200), 
   new Color(0,255,0), 
   new Color(173,255,47), 
   new Color(255,255,0), 
   new Color(255,215,0), 
   new Color(255,165,0), 
   new Color(255,140,0), 
   new Color(255,0,0), 
   new Color(255,0,255), 
   new Color(200,0,200), 
   new Color(0,255,0), 
   new Color(173,255,47), 
   new Color(255,255,0), 
   new Color(255,215,0), 
   new Color(255,165,0), 
   new Color(255,140,0), 
   new Color(255,0,0), 
   new Color(255,0,255), 
   new Color(200,0,200), 
  }; 
  for(int i=0;i<bvysledek.getWidth();i++){  //šířka matice (obrazu) im1 
       for(int j=0;j<bvysledek.getHeight();j++){ //výška matice (obrazu) im1 
               Color barva_do_mapy1=new Color(0,0,0); //obarvení všech 
pixelů černou barvou     
 bvysledek.setRGB(i,j,barva_do_mapy1.getRGB()); 
          } 
  } 
        ColorSpace cs = ColorSpace.getInstance(ColorSpace.CS_GRAY); //převedení 
obrázku na šedotónový typ obrazu 
  ColorConvertOp op = new ColorConvertOp(cs, null);   
  int label = 1;  
  ImageProcessor lip = new ShortProcessor(bvysledek.getWidth(), 
bvysledek.getHeight());  
    for (int k=0; k<=(obrazky.size()-1); k++) { 
      BufferedImage bima = obrazky.get(k); 
      BufferedImage bim = op.filter(bima, null); 
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      for(int i=0;i<bvysledek.getWidth();i++){  //šířka matice (obrazu) im1 
       for(int j=0;j<bvysledek.getHeight();j++){ //výška matice (obrazu) im1 
    int gray= bim.getRGB(i, j)& 0xFF; 
            if(gray>=50){ //získání intenzity šedé barvy v šedotónovém obrazu, 
resp. fluorescence 
      Color barva_do_mapy1=colors[k]; //vytvoření 
barvy do pseudobarevné mapy 
  bvysledek.setRGB(i,j,barva_do_mapy1.getRGB()); 
  lip.set(i, j, label); 
        } 
          } 
      } 
      label++; 
  } 
  ImagePlus vysledny = new ImagePlus("im1.getFileInfo().toString()", 
bvysledek); 
  ImagePlus lImg = new ImagePlus(String.format("My result %d", label), lip); 
  lImg.show(); 
  IJ.run("16 colors");   //LUT pro obarvování obrázků 
 } 
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Příloha 14: Elektronická příloha na paměťovém médiu a v Informačním systému VUT 
Součástí této diplomové práce je i zdrojový kód vytvořeného pluginu, který je 
dostupný v Informačním systému VUT, kam byl vložen při odevzdávání práce, i na 
paměťovém médiu, jež je přiloženo k výtisku diplomové práce. 
